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缩写 英文 中文 
Amp Ampicillin  氨卡青霉素 
BLAST Basic local alignment search tool  基本局域联配搜索工具 
bp Base pair  碱基对 
BSA Bovine serum albumen  牛血清蛋白 
cDNA Complementary DNA  互补脱氧核糖核苷酸 
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PCR Polymerase chain reaction  聚合酶链式反应 
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摘  要 
I 





















Scygonadin 基因的真核表达载体 pPIC9K-scygonadin，转化毕赤酵母 GS115，甲
醇诱导后在培养上清中检测到目的蛋白 Scygonadin。并用亲和层析纯化表达产
物，产量为 20mg/L。与原核表达产物 Scygonadin 比较，真核表达的 Scygonadin
具有较强的抗菌活性。 
3. Scygonadin 蛋白在雄性拟穴青蟹的组织定位：利用 pET28-scygonadin 表达















摘  要 
II 
且显著高于其它组织。 
4. 联合多肽 Scy-hepc 在大肠杆菌中的表达、抗菌活性和抗菌机理：根据
Scygonadin 和 Hepcidin 基因的 cDNA 序列，将两基因进行合理拼接，构建了联
合多肽原核表达载体 pET28-scy/hepc，在大肠杆菌 BL21(DE3)plysS 菌株中诱导
表达，获得 24kDa 的融合蛋白。利用 pET28-scy/hepc 表达载体的 C 端 6×His-Tag，
通过亲和层析纯化联合多肽 Scy-hepc，产量为 60mg/L。联合表达产物 Scy-hepc
具有较强的抑菌和杀菌能力，显著高于原核表达产物 Scygonadin。Scy-hepc
（12.5μM，MBC）可在 30 分钟杀灭 90%以上的金黄色葡萄球菌，在 1.5-2 小时
杀灭 90%以上的施氏假单胞菌；Scy-hepc（50μM，MBC）对藤黄微球菌具有相
对缓慢的杀菌过程，在 4 小时可杀死 90%以上的藤黄微球菌。将原核表达的联合
Scy-hepc 与施氏假单胞菌孵育 2 小时后，通过扫描电镜观察到施氏假单胞菌表面
结构崎岖不平，有泡状隆起，大量细菌可见内容物外泄。 
5. 联合多肽 Scy-hepc 在毕赤酵母中的表达、抗菌活性：通过优化密码子，
构 建 了 三 种 Scygonadin 和 Hepcidin 的 真 核 串 联 表 达 载 体 ， 分 别 为
pPIC9K-scy/hepc 、 pPIC9K-scy/hepc(6CAC) 和 pPIC9K-scy/hepc(6CAT) ，其中
pPIC9K-scy/hepc 转化毕赤酵母 GS115 后获得较高表达量。通过培养条件优化，
Scy-hepc 在培养基初始值为 pH 6.0，甲醇浓度为 0.75%条件下，诱导表达 36 小
时，可获得 高表达量，约为 23mg/L。真核表达产物 Scy-hepc 具有广谱的抗菌
活性，与原核表达产物 Scy-hepc 比较，真核表达的 Scy-hepc 抗菌活性更强，对
水产致病菌如嗜水气单胞菌和荧光假单胞菌的抑杀菌活性（MIC 1.6-3.2μM）显
著高于原核表达产物 Scy-hepc（MIC 25-50μM）。 




实验结果显示：真核表达产物 Scygonadin 和 Scy-hepc 具有一定的抗病毒活性；
而 Hepcidin 成熟肽具有显著的抗病毒活性，其不仅能够抑制 WSSV 对宿主细胞
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